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TÓM TẮT

Chitinase là enzyme thủy phân liên kết 1,4-β-glycoside trong phân tử chitin. Chitinase được ứng dụng rộng rãi trong nông nghiệp để chống lại nấm, côn trùng và trong y học chẩn đoán một số bệnh truyền nhiễm do nấm. Trong nghiên cứu này, tám chủng nấm L. lecanii được sử dụng để sản xuất chitinase trong môi trường lên men lỏng. Kết quả cho thấy, chủng L. lecanii 43H cho hoạt tính chitinase cao nhất ở 28°C, pH ban đầu 6,5 sau 144 giờ nuôi cấy, lắc 200 vòng/phút. Môi trường chứa nguồn carbon là bột ngô, nguồn nitơ là pepton và bổ sung chitin ở nồng độ 0,75% là tối ưu cho sản xuất chitinase từ chủng L. lecanii 43H. Chitinase từ chủng L. lecanii 43H được sản xuất cao nhất trong điều kiện tối ưu đạt 0,73 U/ml, tăng 1,62 lần so với chưa tối ưu.
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1. MỞ ĐẦU

Chitin là polysaccharid cấu tạo bởi các đơn phân N-acetylglucosamine liên kết bằng liên kết β-1,4-glycoside. Chitin là thành phần cấu trúc chính của vách tế bào nấm, vỏ côn trùng và khung xương của động vật không xương sống. Tuy nhiên, chitin lại dễ bị các loài vi sinh vật đối kháng như nấm và vi khuẩn phân hủy bằng cách tiết enzyme ngoại bào [17]. 

Chitinase (EC 3.2.1.14) là enzyme thủy phân liên kết 1,4-β-glycoside giữa C1 và C4 của 2 N-acetyl glucosamine liên tiếp trong phân tử chitin. Chitinase được sinh ra từ nhiều loài sinh vật khác nhau như vi khuẩn, nấm, côn trùng, thực vật bậc cao và động vật. Trong nông nghiệp, chitinase được sử dụng để chống lại các loài nấm và côn trùng hại thực vật, vai trò này liên quan tới sự thủy phân chitin trong thành tế bào nấm và côn trùng [10]. Chitinase còn tham gia vào quá trình tạo ra các protein đơn bào, quá trình tạo tế bào trần của nấm [14]. Chitinase tham gia vào quá trình thủy phân rác thải thuộc nhóm chitin để bảo vệ môi trường [22].

Trong bài báo này, chúng tôi tiến hành tuyển chọn chủng nấm L. lecanii sinh tổng hợp chitinase cao và đánh giá ảnh hưởng của điều kiện môi trường lên khả năng sinh chitinase và tìm môi trường thay thế đơn giản, dễ kiếm từ các nguồn nguyên liệu có sẵn trong quá trình lên men sản xuất chitinase.
2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
2.1. Vật liệu

Tám chủng nấm L. lecanii do Phòng Các chất chức năng sinh học, viện Công nghệ Sinh học, viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam cung cấp được nuôi cấy trong môi trường MT chứa (w/v): chitin huyền phù 0,5% ; pepton 0,5% ; KH2PO4 0,01% ; MgSO4 0,05%; cao nấm men 0,5% ở 30°C, pH 5,0.

2.2. Phương pháp

Xác định hoạt tính enzyme: Hoạt tính chitinase được xác định bằng phương pháp quang phổ [12]. 0,2 ml dịch enzyme được ủ với 0,6 ml cơ chất chitin huyền phù 0,5% pha trong đệm 0,1 M sodium photphat, pH 7,0 ở 40°C trong 2 giờ. Ngừng phản ứng bằng cách bổ sung 1 ml dung dịch 1,0% DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) và đun sôi cách thủy 10 phút sau đó ly tâm. Độ hấp phụ của hỗn hợp màu được đo bằng máy quang phổ ở bước sóng 540 nm (mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần). Độ hấp phụ được đối chiếu với đồ thị chuẩn nồng độ N-acetyl glucosamin để tính ra lượng đường giải phóng trong dung dịch giữa enzyme và cơ chất. Một đơn vị hoạt độ được định nghĩa là lượng enzyme xúc tác thủy phân cơ chất collodial chitin giải phóng ra lượng đường khử tương đương 1 µmol N-acetyl trong 1 giờ ở điều kiện thí nghiệm .  

Khảo sát điều kiện nuôi cấy nấm L. lecanii sinh tổng hợp chitinase cao: Các điều kiện nuôi cấy được khảo sát lần lượt trong 6 thí nghiệm. Yếu tố khảo sát ở thí nghiệm trước được sử dụng ngay cho thí nghiệm tiếp theo (Bảng 1).
Bảng 1. Các điều kiện nuôi cấy chủng nấm L. lecanii 43H sinh tổng hợp chitinase

	TN
	Các yếu tố
	Mức thay đổi

	1
	Thời gian nuôi cấy
	Môi trường MT; pH 5,0 ở 30°C, bổ sung chitin huyền phù 0,5% làm nguồn cơ chất cảm ứng. Dịch enzyme được thu ở những khoảng thời gian khác nhau từ 24-240 giờ (cách nhau 24 giờ) để xác định hoạt tính chitinase.

	2
	Nhiệt độ nuôi cấy
	Môi trường MT, pH 5,0 bổ sung chitin huyền phù ở nồng độ 0,5%, nuôi lắc 200 vòng/phút ở các nhiệt độ khác nhau 28, 30 và 37°C. Sau 144 giờ nuôi, thu dịch để xác định hoạt tính enzyme.

	3
	Nồng độ cơ chất cảm ứng
	Môi trường MT; pH 5,0 ở 28°C và bổ sung cơ chất chitin huyền phù ở các nồng độ khác nhau 0,1; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 và 3,0%. Sau 144 giờ nuôi, thu dịch để xác định hoạt tính enzyme.

	4
	Nguồn nitơ
	Môi trường MT; pH 5,0 ở 28°C và bổ sung chitin huyền phù 0,75% làm nguồn cơ chất cảm ứng. Trong đó, nguồn pepton được thay bằng các nguồn nitơ khác là cao thịt, bột đậu tương, casein, urê, NaNO3, KNO3, (NH4)2SO4, KNO3, NH4NO3 ở nồng độ 0,5%. Sau 144 giờ nuôi, thu dịch để xác định hoạt tính enzyme.

	5
	Nguồn cabon
	Môi trường MT; pH 5,0 ở 28°C và bổ sung chitin huyền phù 0,75% làm nguồn cơ chất cảm ứng. Trong đó, nguồn cao nấm men được thay bằng các nguồn cacbon khác là glucose, bột ngô, lõi ngô, bã mía, vỏ lạc, vỏ cà phê, trấu cám, CMC, vỏ quýt, tinh bột, bã sắn ở nồng độ 0,5%. Sau 144 giờ nuôi, thu dịch để xác định hoạt tính enzyme.

	6
	pH môi trường
	Môi trường MT, có pH thay đổi từ 4,0-9,0 (cách nhau 0,5) ở 30°C, lắc 200 vòng/phút để xác định pH môi trường tối ưu. Sau 144 giờ nuôi, thu dịch để xác định hoạt tính enzyme.


3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Tuyển chọn chủng nấm L. lecanii sinh tổng hợp chitinase cao

Kết quả khảo sát các chủng nấm L. lecanii nhận thấy, hoạt tính chitinase từ chủng 43H sinh ra là cao nhất (đạt 0,449 U/ml), tiếp theo là chủng 1039 (đạt 0,381 U/ml) và chủng 1036 cho hoạt tính chitinase thấp nhất (đạt 0,3 U/ml) (Hình 1). Như vậy, chitinase được được sinh ra từ các chủng L. lecanii  và chủng L. lecanii 43H được sử dụng để nghiên cứu các điều kiện tiếp theo. 
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	Hình 1. Hoạt tính chitinase của 8 chủng nấm L. lecanii 


3.2. Khảo sát thời gian tổng hợp chitinase

Thời gian lên men là một trong những yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến quá trình sinh tổng hợp enzyme của nấm. Chủng nấm L. lecanii 43H bắt đầu sinh chitinase sau 48 giờ nuôi (hoạt tính đạt 0,323 U/ml), hoạt tính tiếp tục tăng khi tăng thời gian lên men và đạt cực đại sau 144 giờ, hoạt tính đạt 0,416 U/ml. Khi thời gian tiếp tục tăng thì sinh tổng hợp enzyme lại giảm, hoạt tính chỉ còn 0,247 U/ml sau 240 giờ (Hình 2). 
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	Hình 2. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến khả năng sinh tổng hợp chitinase của chủng nấm L. lecanii 43H


Những nghiên cứu trước đây cho thấy, chitinase được sinh ra cao nhất từ vi khuẩn Bacillus sp.1326 [15] và chủng nấm C. cellulans 191 [11] sau 72 giờ; từ xạ khuẩn Streptomyces sp. ANU 6277 là 60 giờ [8]; từ xạ khuẩn Streptomyces sp. PTK19 [20], chủng nấm A. niger Lock 62 [3] và V. lecanii F091 [9] là 144 giờ. Như vậy, thời gian sinh chitinase của chủng nấm L. lecanii 43H tương đương với một số chủng xạ khuẩn và chủng nấm đã nghiên cứu.
3.3. Nhiệt độ nuôi cấy

Mỗi chủng vi sinh vật có khoảng nhiệt độ thích hợp cho sự sinh trưởng và sinh tổng hợp enzyme. Chủng nấm L. lecanii 43H sinh tổng hợp chitinase cao nhất ở 28°C (đạt 0,433 U/ml) khi khảo sát nhiệt độ lên men từ 28-37°C (Hình 3).
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	Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ môi trường đến khả năng sinh tổng hợp chitinase của chủng nấm L. lecanii 43H


Những nghiên cứu trước đây cho thấy, nhiệt độ thích hợp cho sinh tổng hợp chitinase của nấm T. harzianum là 28°C [21], C. cellulans 191 là 25°C [11]; nấm V. lecanii F091 là 24°C [9], xạ khuẩn Streptomyces sp. PTK19 là 30°C [20] và Streptomyces sp. ANU 6277 là 35°C [8]. Như vậy, chủng nấm L. lecanii 3H được khảo sát có nhiệt độ nằm trong dải từ 25-28°C, tương đương với dải nhiệt độ của các chủng nấm đã nghiên cứu (24-28°C) và thấp hơn so với các chủng xạ khuẩn (30-35°C).
3.1.3.3. Ảnh hưởng của nồng độ cơ chất
Cơ chất cảm ứng đóng vai trò là chất cảm ứng cho quá trình sinh tổng hợp một loại enzyme tương ứng. Khi sử dụng chitin vào môi trường nuôi cấy sẽ tác động mạnh đến sinh trưởng và sinh tổng hợp chitinase của chủng nấm L. lecanii 43H. Kết quả cho thấy, ở nồng độ chitin 0,75% hoạt tính chitinase sinh ra cao nhất, hoạt tính đạt 0,51 U/ml, cao hơn so với lượng chitin ban đầu (0,5%) (Hình 4).
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	Hình 4. Ảnh hưởng của nồng độ chitin huyền phù đến khả năng sinh tổng hợp chitinase của chủng nấm L. lecanii 43H


Singh và đồng tác giả (2009) cho thấy, chủng nấm Paenibacillus sp. D1 sinh tổng hợp chitinase cao nhất khi môi trường bổ sung chitin huyền phù 0,4%; chủng nấm Paenibacillus sp. CHE-N1 [5], xạ khuẩn Streptomyces sp. ANU 6277 [8] là 1,0%; vi khuẩn Stenotrophomonas maltophilia sinh chitinase cao nhất trong môi trường có bổ sung chitin 0,5% [6]. Như vậy, mỗi loài vi sinh vật cần có một nồng độ cơ chất cảm ứng khác nhau cho quá trình sinh chitinase.

3.1.3.4. Ảnh hưởng của nguồn nitơ

Hình 5 cho thấy, ở các nguồn nitơ khảo sát, hoạt tính chitinase đều giảm so với đối chứng (pepton). Ở nguồn nitơ là pepton hoạt tính đạt 0,693 U/ml, tiếp theo là casein (hoạt tính đạt 0,523 U/ml) và thấp nhất là KNO3, hoạt tính đạt 0,408 U/ml. 
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	Hình 5. Ảnh hưởng của nguồn nitơ đến khả năng sinh tổng hợp chitinase của chủng nấm L. lecanii 43H

PT: pepton, CT: cao thịt, CS: casein, BĐT: bột đậu tương, UR: urê, Na: NaNO3, KN: KNO3, NO: (NH4)2SO4, NN: NH4NO3


Kết quả của chúng tôi khác so với một số nghiên cứu trước đây, trong môi trường chứa nguồn nitơ là muối ammonium sulphate và cao nấm men thì các chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. cho hoạt tính chitinase cao nhất [8], [13]. Như vậy, pepton vẫn được sử dụng trong môi trường nuôi cấy sinh chitinase của chủng nấm L. lecanii 43H.
3.1.3.5. Ảnh hưởng của nguồn cacbon

Ở nguồn cacbon là bột ngô hoạt tính chitinase đạt 0,789 U/ml, tiếp theo là CMC (đạt 0,705 U/ml) và cao hơn so với môi trường chứa cao nấm men. Trong môi trường có nguồn cacbon là glucose và bã sắn hoạt tính lần lượt là 0,311 và 0,319 U/ml, thấp hơn so với môi trường chứa cao nấm men (Hình 6). 
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	Hình 6. Ảnh hưởng của nguồn cacbon lên khả năng sinh tổng hợp chitinase của chủng nấm L. lecanii 43H

Glu: glucose, BN: bột ngô, LN: lõi ngô, BM: bã mía, VL: vỏ lạc, VCP: vỏ cà phê, TC: trấu cám, CMC: cacborxyl methyl cellulose, VQ: vỏ quýt, TB: tinh bột, BS: bã sắn, CNM: cao nấm men, BĐT: bột đậu tương


Nghiên cứu trước đây cho thấy, nấm T. harziaum [18] khi nuôi trên môi trường chứa vỏ tôm và nấm A. terreus [4] nuôi trên môi trường chứa vẩy cá sau 4 ngày chitinase được sinh ra cao nhất. Trong môi trường có chứa maltose và cao nấm men vi khuẩn S. maltophilia sinh chitinase cao nhất [6]. Xạ khuẩn Streptomyces sp. PTK 19 sinh chitinase mạnh nhất khi bổ sung chitin làm nguồn cacbon [20]. Như vậy, mỗi chủng vi sinh vật sử dụng thích hợp với một nguồn cacbon khác nhau. Nấm L. lecanii 43H thích hợp với nguồn cacbon là bột ngô, đây là nguồn nguyên liệu dẻ tiền, dễ kiếm ở Việt Nam.
3.1.3.6. Ảnh hưởng của pH nuôi cấy
Ở các pH môi trường khảo sát, khả năng sinh chitinase từ chủng nấm L. lecanii 43H là khác nhau. Hoạt tính chitinase đạt cực đại ở pH 6,5 (đạt 0,73 U/ml), tiếp theo là các pH 4,0; 8,0 và 8,5 hoạt tính lần lượt đạt 0,649-0,676 U/ml. Ở pH 7,0 hoạt tính chitinase sinh ra thấp nhất đạt 0,513 U/ml (Hình 7).

Một số nghiên cứu trước đây nhận thấy, nấm V. lecanii F091 cho hoạt tính chitinase cao nhất ở pH 4,0 [9], chủng nấm Paenibacillus sp. D1 ở pH 7,0 [19], xạ khuẩn Streptomyces sp. AUN 622 ở pH 6,0 [8]. Như vậy, mỗi một loài vi sinh vật có một pH môi trường thích hợp cho việc sinh chitinase, chủng nấm L. lecanii 43H thích hợp ở dải pH từ 6,0-6,5.
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	Hình 7. Ảnh hưởng của pH môi trường lên khả năng sinh tổng hợp chitinase của chủng nấm L. lecanii 43H


3.1.3.7. Môi trường thay thế

Từ những kết quả trên, chúng tôi lựa chọn môi trường từ các nguyên liệu có sẵn trong tự nhiên bằng cách giữ nguyên các thành phần khoáng trong môi trường MT, thay cao nấm men bằng bột ngô với nồng độ 0,5%, nồng độ chitin huyền phù là 0,75%. Khả năng sinh tổng hợp chitinase trong môi trường thay thế tăng 1,63 lần so với môi trường MT.

Trong thực tiễn, các sản phẩm như bột ngô, vỏ tôm, vỏ cua được xem là những nguồn nguyên liệu rẻ tiền, dễ kiếm ở Việt Nam. Các loài vi sinh vật nói chung và nấm L. lecanii nói riêng khi sử dụng các sản phẩm trên trong quá trình phát triển ngoài việc cung cấp nguồn nitơ, nguồn cacbon cho quá trình sinh trưởng; chúng còn góp phần tham gia vào quá trình bảo vệ sự ô nhiễm môi trường. Từ định hướng tận dụng các phế phụ phẩm sẵn có, dễ kiếm trong tự nhiên hướng nghiên cứu khảo sát điều kiện nuôi cấy của chúng tôi đã đáp ứng một phần mục đích tận dụng các nguồn trên, đồng thời nâng cao được năng suất tạo chitinase từ chủng nấm L. lecanii. Hướng nghiên cứu này đã được nhiều tác giả quan tâm và thu được nhiều kết quả. Thiagarajan và đồng tác giả (2011) đã tối ưu quá trình sinh tổng hợp chitinase từ xạ khuẩn Streptomyces sp. PTK19 sử dụng chitin ở nồng độ 0,4% làm nguồn cơ chất cảm ứng, bổ sung sucrose 80 mM làm nguồn cacbon và pepton 0,1% làm nguồn nitơ. Hoạt tính chitinase sinh ra cao nhất đạt 16,53 U/ml sau 6 ngày nuôi, ở 30°C và pH 7,0 [20]. Rattanakit và đồng tác giả (2002) sử dụng nguồn chitin từ vỏ tôm bổ sung vào môi trường lỏng để nuôi cấy nâng cao khả năng sinh tổng hợp 2 loại endochitinase và 1 loại exochitinase từ chủng nấm Aspergillus sp. S1-13 [16]. Nghiên cứu khả năng thủy phân lớp vỏ tôm khô bởi chitinase từ xạ khuẩn Streptomyces sp. TH-11, Kim và đồng tác giả (2011) đã chỉ ra vai trò của chitin, nhiệt độ và pH trong quá trình nuôi cấy có ảnh hưởng mạnh tới quá trình tạo chitinase [7].

Trong nghiên cứu của chúng tôi, chitinase sinh ra từ chủng nấm L. lecanii 43H trong môi trường có chứa chitin 0,75%, nguồn cacbon là bột ngô 0,5% cho hoạt tính cao nhất đạt 0,789 U/ml. Kết quả nghiên cứu này phù hợp với báo cáo của Vũ Thị Thanh và đồng tác giả (2013) cho rằng, chủng nấm Penicillium sp. M4 sinh tổng hợp chitinase cao nhất trong môi trường có nguồn cơ chất là bột ngô, bổ sung chitin 1,0% ở nhiệt độ 30°C và pH 6,0 [2]. Nghiên cứu của Nguyễn Hồng Minh và đồng tác giả (2013) cũng khảng định bột ngô được phối trộn với cám gạo và bổ sung chitin 0,1% thích hợp cho chủng nấm L. lecanii Le85 sinh chitinase cao nhất [1].
4. KẾT LUẬN

Chủng L. lecanii 43H trong số 8 chủng được cung cấp sinh chitinase cao nhất, chủng này được lựa chọn để nghiên cứu các điều kiện tiếp theo. 

Các điều kiện môi trường sinh enzyme: chủng L. lecanii 43H sinh tổng hợp chitinase mạnh nhất ở 28°C, pH môi trường 6,5 và sau 120 giờ nuôi cấy. Nguồn carbon và nguồn nitrogen thích hợp là collodial chitin (0,75%), bột ngô (0,5%) và pepton (0,5%).

Môi trường thay thế thích hợp để sản xuất chitinase là: pepton 0,5%; bột ngô 0,5%; chitin huyền phù 0,75%; MgSO4 0,05% và KH2SO4 0,01%; pH 6,5.

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được sự hỗ trợ bởi chương trình trọng điểm phát triển và ứng dụng công nghệ sinh học trong lĩnh vực nông nghiệp và PTNN đến năm 2020, đề tài: “Nghiên cứu sản xuất và sử dụng chế phẩm từ nấm Lecanicillium spp. để diệt rệp muội (Aphididae) gây hại cây trồng” Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn, 2010-2013.
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ABSTRACT
Chitinase is an enzyme catalyzing hydrolysis of 1,4-β-glycoside bonds in molecule chitin. Chitinase is widely used in agriculture to protect against fungi, insects, and in the medical diagnosis of fungal infections. In this study, eight L. lecanii strains has been used for the production of chitinase under liquid state fermentation. Results showed that, L. lecanii 43H showed maximal chitinase activity at 28°C, pH 6.5 after 144 hours of cultivation, shaking 200 rpm/min. The medium containing carbon and nitrogen sources were corn and peptone, respectively and supplemented 0.75% chitin for maximal chitinase production from L. lecanii 43H strain. L. lecanii 43H showed maximal chitinase production was 0,73 U/ml and increase of 1.62 times compared with less than optimal.
Key words: Chitinase, culture condition optimal, colloidal chitin, Lecanicillium lecanii, liquid fermentation, 
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